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Rezistenca bakterij proti protibakterijskim učinkovinam je v porastu in posledično 
zdravljenje bakterijskih okužb predstavlja velik izziv v sodobnem zdravstvu. Zaradi tega je 
raziskovanje novih pristopov k zdravljenju bakterijskih okužb nujno. DNA-giraza in 
topoizomeraza IV sta postali zanimivi tarči za razvoj učinkovin za zdravljenje bakterijskih 
okužb. Strukturno sta si encima podobna, kar izkoriščamo pri načrtovanju učinkovin z 
dvojnim delovanjem, s čimer zmanjšamo možnost razvoja odpornosti. Glavno oviro pri 
transportu protibakterijskih učinkovin v celico predstavlja celična stena bakterij. To oviro 
smo skušali premagati s strategijo trojanskega konja, pri kateri z vezavo učinkovine na 
siderofor, majhno molekulo z veliko afiniteto do železovih ionov, olajšamo transport 
protibakterijske spojine v bakterijsko celico. Konjugati, ki delujejo po principu trojanskega 
konja, so sestavljeni iz mimetika siderofora, distančnika in zaviralca DNA-giraze. 
V sklopu te naloge smo sintetizirali nove spojine, ki se razlikujejo v vrsti distančnika med 
zaviralcem DNA-giraze in mimetikom siderofora. Kot distančnike smo uporabili tri 
aminokisline: β-alanin, L-valin in L-alanin. Kot zaviralec DNA-giraze je bil uporabljen 
derivat (S)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[d]tiazol-2,6-diamina s pripetim 3,4-dikloro-5-
metilpirolovim obročem, kot mimetik siderofora pa derivat 3-hidroksipiridin-4(1H)-ona. 
Pripravili smo tri končne spojine 5, 10 in 14, ki smo jim ovrednotili zaviranje DNA-giraze 
iz Escherichia coli. Vrednosti IC50 za vse tri spojine so bile v nanomolarnem območju, in 
sicer med 259 in 636 nM. Vsem trem spojinam smo vrednotili protibakterijsko delovanje na 
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 
in na dveh mutiranih sevih E. coli. V splošnem so spojine pokazale šibko zaviranje rasti 
bakterijskih sevov. Največje zaviranje rasti bakterij smo dosegli pri spojini 14 (83% 
zaviranje), na mutiranem sevu E. coli, pri katerem manjka gen z zapisom za efluks črpalke. 
Spojine smo testirali tudi na Acinetobacter baumannii, kjer smo z odsotnostjo železa skušali 
posnemati pogoje in vivo. Spojine niso izkazale boljšega zaviranja kot v pogojih, ko je železa 
dovolj. Rezultati magistrske naloge dajejo pomembne informacije o povezavi med strukturo 
in delovanjem in tako osnovo za nadaljnjo optimizacijo konjugatov zaviralcev DNA-giraze 
s siderofori. 




The prevalence of bacterial resistance is increasing, which is why the treatment of bacterial 
infections currently represents one of the greatest challenges in medicine. Therefore, continuous 
discovery of new approaches to overcome bacterial resistance is of great importance. DNA 
gyrase and topoisomerase IV are interesting targets for antibacterial drug discovery. Because 
of their structural similarities, we can design dual targeting inhibitors, which reduces the 
probability for target-based resistance development. The main barrier for the penetration of 
bacterial drugs into the bacterial cytoplasm is the bacterial cell wall. One possible strategy to 
overcome this issue is the use of the Trojan horse approach, in which drug, linked to a 
siderophore mimetic, is transported into the bacteria. Conjugates that work on the Trojan horse 
principle consist of a siderophore mimetic, linker and DNA gyrase inhibitor. 
In the context of this thesis we synthesized new inhibitors of DNA gyrase B that differentiate 
in linker between DNA gyrase inhibitor and siderophore mimetic. As linkers we used three 
different amino acids:  β-alanine, L-valine in L-alanine. Inhibitors were based on the (S)-4,5,6,7-
tetrahydrobenzo[d]thiazol-2,6-diamine scaffold with attached 3,4-dichloro-5-methylpyrrole 
ring. The siderophore mimetic was the 3-hydroxypyridin-4(1H)-one. We managed to 
synthesize three final compounds 5, 10 and 14, which we tested for their Escherichia coli DNA 
gyrase inhibition. The IC50 values for all three analogues were between 260 and 640 nM. We 
determined antibacterial activity for all three compounds against Enterococcus faecalis, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and on two E. coli mutants. 
In general, all of them displayed weak antibacterial activity. Conjugate 14 showed the highest 
rate (83%) of bacterial growth inhibition of the mutated E. coli strain. We also tested final 
compounds against Acinetobacter baumannii in iron-depleted conditions, but the inhibitory 
effect did not increase compared to the iron-supplemented media. The results of this Master's 
thesis provide important information about the structure-activity relationship and therefore the 
basis for further optimization of DNA gyrase inhibitors and their conjugates with siderophores. 




ATP  adenozin-5'-trifosfat 
BOC terc-butiloksikarbonil 
Boc2O  di-terc-butil dikarbonat  





DMSO  dimetilsulfoksid 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
ECDC Evropski center za preprečevanje in obvladovanje bolezni  
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 
EtOAc etilacetat 
Fe2+ dvovalentno železo  
Fe3+ trivalentno železo 
GHKL Giraza, Hsp90, histidin kinaza, MutL 
GyrA podenota A DNA-giraze 
GyrB  podenota B DNA-giraze 
HOBt 1-hidroksibenzotriazol 
HRMS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
H-vez vodikova vez  
J sklopitvena konstanta 
M molarna koncentracija 
m multiplet 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MM molekulska masa 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca  
ParC podenota A topoizomeraze IV 





Rf retencijski faktor 
t triplet 
TLC tankoplastna kromatografija 
UV ultravijoličen 
WAAAR         Svetovna zveza proti protimikrobni odpornosti 




1.1 BAKTERIJSKA REZISTENCA 
Zadnja leta se zdravstvo po vsem svetu sooča s problemom naraščanja rezistence bakterij proti 
protibakterijskim učinkovinam. Rezistenca je v Farmacevtskem terminološkem slovarju 
definirana kot odpornost mikroorganizmov na različne protimikrobne učinkovine (1). Slednja 
je med drugim posledica masovne in nepremišljene uporabe antibiotikov v humani in 
veterinarski medicini. Protibakterijske učinkovine so namreč med najpogosteje predpisanimi 
zdravili, polovica vseh uporabljenih pa je namenjena za zdravljenje bolezni rastlin in živali, 
dodajajo pa jih tudi v hrano za zdrave živali z namenom povečanja njihove teže v čim krajšem 
možnem času. Podatki, ki so jih objavili pri World Alliance against Antibiotic Resistance 
(WAAAR), kažejo, da lahko antibiotiki popolnoma izgubijo svojo terapevtsko učinkovitost v 
naslednjih nekaj letih (2, 3).  
Rezistenca je lahko pridobljena, torej se razvije po stiku z učinkovino; lahko pa je naravna, 
nepovezana z izpostavitvijo in pride do nje še pred stikom bakterije s protibakterijsko spojino. 
Bakterijski encimi lahko namreč inaktivirajo učinkovino še preden ta vstopi v bakterijsko celico 
(4). 
Bakterija lahko postane odporna preko različnih mehanizmov, ki so prikazani na sliki 1: 
 Sama izloča hidrolitične encime, ki inaktivirajo zdravilno učinkovino. 
 Modificirani encimi neuspešno aktivirajo predzdravilo. 
 Tarčno mesto se spremeni in je zato vezava učinkovine oslabljena. 
 Bakterija lahko tvori lastne efluks črpalke v membrani ali celični steni, ki lahko poleg 
transporta preostalih molekul, zmanjšajo koncentracijo učinkovine v bakterijski celici. 
Pri mutacijah v DNA lahko pride do sinteze večjega števila efluks črpalk in posledično 
povečanja rezistence. 
 Genetska mutacija, katere posledica je kemijska sprememba, ki lahko zmanjša 
permeabilnost membrane za protibakterijsko učinkovino. 
 Transdukcija/prenos genetskega materiala s plazmidi, ki vsebujejo genetsko 
determinanto za odpornost. Ti zapustijo že rezistentno celico in prenesejo mehanizme 
odpornosti na bakterijo gostiteljico. 
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 Transformacija, pri kateri bakterija pridobi genetsko determinanto za odpornost iz 
svojega okolja (3, 5, 6, 7, 8).  
Skupina sevov, ki povzročajo zaradi rezistence največ težav, so dobili ime patogeni ESKAPE. 
V to skupino so vključeni Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa in Enterobacter species. V 
večini gre pri teh patogenih za multirezistenco, kar pomeni, da so bakterije odporne proti trem 
ali več različnim vrstam protibakterijskih učinkovin, to pa reševanje težav z odpornostjo samo 
še oteži. Med izzive zdravljenja, predvsem v bolnišnicah, pa sodita tudi MRSA (proti meticilinu 
odporni Staphylococcus aureus) in VRE (proti vankomicinu odporni enterokoki). Evropski 
center za nadzor in preprečevanje bolezni (ECDC) je poročal, da vsako leto zaradi 
multirezistentnih bakterijskih okužb umre okrog 25.000 ljudi. Poleg širjenja proti 
protibakterijskim učinkovinam odpornih sevov pa naraščajo tudi stroški zdravljenja teh vrst 
okužb. Trenutne smernice zdravljenja in terapije kmalu ne bodo več zadoščale za preprečevanje 
bakterijskih okužb, kar predstavlja velik problem in tudi nujo k raziskovanju novih strategij in 
pristopov za delovanje protibakterijskih učinkovin (3, 9). 
Slika 1: Nekaj možnih mehanizmov bakterijske odpornosti. Prirejeno po 8. 
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1.2 PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
Prva svetovna vojna je poleg drugih posledic za seboj pustila tudi potrebo po množičnem 
raziskovanju bakterij, bakterijskih okužb in zdravljenja tovrstnih bolezni. Tako se je z letom 
1936, ko je prišlo do odkritja sulfonamidov, pričela zlata doba antibiotikov. Pred tem je 
pomembno tudi odkritje prvega beta-laktamskega antibiotika penicilina (leto 1928, Alexander 
Fleming), ki je prišel v terapijo komaj leta 1940. Nadaljevalo se je z odkrivanjem 
aminoglikozidnih antibiotičnih učinkovin (streptomicin, 1944) in nato po drugi svetovni vojni 
s peptidnimi in makrolidnimi antibiotiki. Začetek dvajsetega stoletja zato velja za enega izmed 
najpomembnejših dosežkov v zgodovini medicine in je pomembno vplival na izboljšanje 
kakovosti življenja (5, 10). 
Pridobivanje protibakterijskih učinkovin je lahko biosintezno, polsintezno ali pa sintezno. Pri 
prvem načinu sintezo v celoti izvedejo mikroorganizmi, pri drugem pa ti sintetizirajo le osnovno 
spojino, ki jo je potrebno nadalje še modificirati (11). 
Glede na način delovanja protibakterijske učinkovine delimo na bakteriostatike in baktericide. 
Prvi zavirajo rast in razmnoževanje bakterij, mikrobe pa potem odstrani imunski sistem 
gostitelja, drugi pa bakterije ubijejo (1, 11).  
Pri izbiri ustrezne tarče za delovanje protibakterijskih učinkovin si pomagamo z razlikami med 
celicami prokariontov in evkariontov, kar imenujemo selektivna toksičnost. Ta je ključna pri 
razvoju uspešne učinkovine, s katero se želimo izogniti toksičnosti učinkovine na gostitelja (4, 
11).  
Možnih je več mehanizmov delovanja protibakterijske učinkovine na bakterijsko celico (slika 
2):  
 Inhibicija celičnega metabolizma (sulfonamidi). 
 Inhibicija biosinteze celične stene, ki vodi do lize celice in smrti (penicilini, 
cefalosporini). 
 Interakcija z membrano (polimicin).  
 Inhibicija sinteze esencialnih proteinov (aminoglikozidi, tetraciklini). 
 Inhibicija transkripcije, replikacije DNA (fluorokinoloni) (5). 
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1.3 MOLEKULA DNA 
DNA je nosilec genetske informacije in je bila prvič izolirana leta 1868. V evkariontski celici 
se DNA molekula nahaja v celičnem jedru in jo sestavlja približno 6 milijard baznih parov 
(preglednica 1). Pri prokariontskih celicah, ki so veliko bolj preproste (na primer pri bakteriji 
E. coli), pa je DNA iz 4,7 milijona baznih parov. Kromosomska DNA v bakterijski celici, ki ne 
vsebuje jedra, je krožno zvita in ni linearna, kot v celicah evkariontov. Celotna dolžina razvite 
molekule DNA bi pri bakterijah več kot 1000× presegla velikost celice. Zunaj kromosomsko 
DNA, ki jo tudi najdemo v bakterijski celici, imenujemo plazmid. Gre za krožno, manjšo 
molekulo DNA (11, 13). 
Preglednica 1: Primerjava molekule DNA med različnimi organizmi. Prirejeno po 13. 
ORGANIZEM DOLŽINA (μm) OBLIKA 
ŠTEVILO 
BAZNIH PAROV 
E. coli 1400 krožna 4 700 000 
Človek 2 x 106 linearna 6 000 000 000 
Adenovirus 12 linearna 36 000 




Strukturno je DNA iz dvojne vijačnice (slika 3), v 
katero sta zviti dve komplementarni 
polinukleotidni verigi, oviti okrog osi. Verigi sta si 
antiparalelni, kar pomeni, da potekata v nasprotnih 
smereh. Vezi v dvojni vijačnici so stabilizirane s 
H-vezmi in Van der Waalsovimi ter hidrofobnimi 
interakcijami. H-vezi se tvorijo med baznimi pari: 
adenin in timin tvorita dve H-vezi, gvanin in 
citozin pa tri H-vezi. 
Prenos in shranjevanje genetske informacije 
vijačnici omogoča komplementarno parjenje baz. 
Takrat so si pari nasproti tako, da je omogočena 
največja stabilnost in najvišje možno število H-
vezi (13).  
1.4 TOPOIZOMERAZE 
Za spreminjanje topološkega stanja DNA med replikacijo so odgovorni encimi, imenovani 
topoizomeraze, ki jih v grobem delimo na tip I in tip II. Prve, ki jih delimo na topoizomerazo I 
in topoizomerazo III, odvijajo DNA in tako skrbijo za energetsko ugodnejšo obliko, kar je 
prikazano na sliki 4. Encim topoizomeraza I tvori pri odvijanju DNA intermediat, pri katerem 
se vzpostavi kovalentna vez med 5'-fosfatom na DNA in tirozinom na encimu. Ta vez za svoj 
nastanek ne potrebuje dodatne energije. Prosta 3'-hidroksilna skupina na DNA pod vijačnico, 
ki ni bila cepljena, napade fosfodiestersko vez in na tak način se prej cepljena dela ponovno 
povežeta. Z vsakim takim ciklom se odstrani en negativni zavoj DNA (15). 
Slika 3: Dvojna vijačnica molekule 
DNA. Prirejeno po 14. 
Slika 4: Delovanje topoizomeraz tipa I pri odvijanju DNA. Prirejeno po 15. 
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Topoizomeraze tipa II pa katalizirajo uvajanje negativnega dodatnega zavoja med replikacijo. 
Bakterije vsebujejo dva različna tipa topoizomeraz IIA: DNA-girazo in topoizomerazo IV (11). 
Oba encima sta tarči že znanim protibakterijskim učinkovinam fluorokinolonom in 
aminokumarinom. Odpornost na oboje se je povečala, zato je potreba po razvoju novih 
zaviralcev nujna. Običajno imajo zaviralci bakterijskih topoizomeraz tipa IIA kot tarčo DNA-
girazo in topoizomerazo IV hkrati, saj sta si encima strukturno zelo podobna, zato ju lahko 
izkoristimo za načrtovanje in sintezo protibakterijskih učinkovin z dualnim delovanjem. S tem 
zmanjšamo možnost, da bi bakterije postale odporne proti tovrstnim učinkovinam, saj bi moralo 
priti poleg mutacije gena za DNA-girazo tudi do mutacije gena za topoizomerazo IV znotraj 
iste generacije bakterij (9, 16, 17).  
1.5 DNA-GIRAZA 
Torzijsko napetost med podvojevanjem molekule DNA zmanjšuje bakterijska DNA-giraza z 
uvajanjem negativnih zavojev v DNA. Energijo za svoje delovanje dobi s hidrolizo adenozin 
trifosfata (ATP). (slika 5) (11). 
 
DNA-giraza je esencialen bakterijski encim. V celicah sesalcev ga ni, zato imajo zaviralci 
običajno ustrezno selektivno toksičnost. Prvič je bil ta encim izoliran iz E. coli leta 1967 in od 
takrat je postal zanimiva tarča za odkrivanje novih protibakterijskih spojin (17). DNA-giraza je 
heterotetramerni encim, sestavljen iz dveh podenot GyrA, odgovornih za cepljenje in ponovno 
vezavo verig DNA, in dveh podenot GyrB, ki preko hidrolize ATP poskrbita za zadostno 
količino energije, ki jo potrebuje GyrA (16). N-končno domeno GyrA sestavljata WHD (ang.: 
winged helix domain) in obvita vijačnica (ang.: coiled coil). N-končna domena GyrB ali 
ATPazna domena, kjer je vezavno mesto za ATP, pripada naddružini proteinov GHKL (Giraza, 
Hsp90, histidin kinaza, MutL) (9). C-končna domena (CTD) GyrB je iz domene TOPRIM 
(angl. topoisomerase primase) in vsebuje vezavno mesto za Mg2+. Funkcijsko je bakterijska 
DNA-giraza iz treh podenot, ki so prikazane na sliki 6. To so N-vrata, C-vrata in DNA vrata, 
ki se odpirajo in zapirajo skladno s stopnjo katalitičnega cikla in s tem omogočijo prehod 
Slika 5: Uvajanje dodatnih zavojev v krožno molekulo DNA. Prirejeno po 18. 
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molekuli DNA skozi encim. N-vrata sestavljata dve podenoti GyrB, DNA-vrata C-končna 
domena GyrB in N-končna domena GyrA, C-vrata pa zgolj N-končna domena GyrA. Encima 
GyrA in GyrB sta povezana preko TOPRIM in WHD domene v DNA-vratih (9, 19). 
1.6 DELOVANJE DNA-GIRAZE 
Encimski krog delovanja DNA-giraze se prične takrat, ko se G-segment, ki predstavlja konec 
molekule DNA, veže v center encima – DNA-vrata. Slednja tvori TOPRIM domena skupaj z 
WHD. CTD zaobjame preostanek molekule DNA. Nato pride do vezave molekule ATP v svoj 
vezavni žep, sledi zaprtje N-vrat oziroma ATPaznih vrat ter ujetje drugega, T-segmenta 
(transportni) DNA, v zgornji del DNA-giraze. G-segment se začasno cepi. Hidroliza ATP, ko 
se cepi fosfodiesterska vez, omogoči, da se GyrB zarotira, odprejo se DNA-vrata, T-segment 
pa se premakne v spodnji del encima preko cepljenega G-segmenta. Za tem se DNA-vrata 
ponovno zaprejo in T-segment zapusti encim skozi C-vrata, G-segment pa se ponovno poveže. 
Ko se sprosti nastali ADP, se ponovno odprejo N-vrata in začne se nov katalitični krog. V enem 
katalitičnem krogu pride do hidrolize dveh molekul ATP in do dodajanja dveh negativnih 
zavojev. Shematsko je delovanje DNA-giraze prikazano na sliki 7 (19, 20). 
Slika 7: Prikaz delovanja DNA-giraze. Prirejeno po 19. 
Slika 6: Funkcijske enote DNA-giraze. Prirejeno po 19. 
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1.7 TOPOIZOMERAZA IV 
Bakterijska topoizomeraza IV je paralogni encim DNA-girazi, sestavljen iz dveh podenot ParC 
in dveh ParE (C2E2), ki sta homologni GyrA in GyrB. Čeprav sta si strukturno ta dva encima 
podobna, opravljata različne funkcije, kar je verjetno posledica različne velikosti C-končne 
domene (CTD). Topoizomeraza IV je odgovorna za razpletanje hčerinske verige DNA po 
podvojevanju (21). 
1.8 DNA-GIRAZA IN TOPOIZOMERAZA IV KOT TARČI ZA RAZVOJ 
PROTIBAKTERIJSKIH UČINKOVIN 
DNA-giraza in topoizomeraza IV sta si strukturno podobna encima, zato lahko izkoriščamo že 
prej omenjeno dvojno delovanje učinkovin. Ustrezni tarči za dvojno delovanje sta par 
GyrA/ParC in par GyrB/ParE. GyrA in ParC sta tarči že znanim zdravilnim učinkovinam 
fluorokinolonom, ki stabilizirajo kompleks med GyrA/ParC in molekulo DNA. S tem 
preprečijo replikacijski proces bakterijske DNA (16, 17). Fluorokinoloni so tudi edini zaviralci 
zgoraj navedenih encimov trenutno uporabljeni v klinični praksi. Od svojega odkritja in 
optimizacije dalje v začetku 60. let prejšnjega stoletja se uporabljajo pri zdravljenju predvsem 
urinarnih in respiratornih infekcij (9). 
Ciljna tarča naših spojin je vezavno mesto za molekulo ATP na N-končni domeni GyrB/ParE 
in s tem preprečitev vezave molekule ATP v svoje vezavno mesto. Ker je s tem prekinjen vir 
energije, encim izgubi svojo aktivnost. To vezavno mesto je ravno dovolj oddaljeno od GyrA, 
da je verjetnost navzkrižne bakterijske rezistence zelo majhna, hkrati pa ga lahko zaradi 
strukturnih podobnosti z vezavnim mestom na podenoti ParE topoizomeraze IV izkoristimo pri 
načrtovanju učinkovin, ki imajo dve tarči (22, 23). Prvi naravni zaviralec GyrB, je bil 
aminokumarinski antibiotik novobiocin (slika 8 in 9). Novobiocin tekmuje z ATP za vezavo v 
vezavno mesto za molekulo ATP in s tem prepreči hidrolizo ATP (9, 16, 17). Bil je tudi edini 
zaviralec GyrB, ki je bil uporabljen v terapiji. Iz trga je bil umaknjen v glavnem zaradi 
toksičnosti in razvoja rezistence. K temu pa je prispeval tudi ozek spekter delovanja na po 
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Gramu pozitivne bakterije ter druge, učinkovitejše protibakterijske učinkovine. Poleg tega pa 
je zelo slabo topen v vodi in slabo prehaja membrane (24). 
Na podlagi knjižnice spojin analogov morskega alkaloida oroidina (slika 10) so na Fakulteti za 
farmacijo Univerze v Ljubljani s strukturno podprto optimizacijo in uvedbo različnih 
substituentov razvili zaviralce DNA-giraze iz E. coli, ki izkazujejo nanomolarno območje 
delovanja.  
Analogi oroidina drugače delujejo kot modulatorji napetostno odvisnih natrijevih kanalov in 
inhibirajo tvorbo bakterijskih biofilmov. Ker so ti analogi strukturno podobni že odkritim 
zaviralcem GyrB s pirolamidnim skeletom, so se odločili nekaterim testirati zaviralno aktivnost 
encima DNA-giraze iz E. coli. Skupna strukturna lastnost odkritih zaviralcev je osnovno 
ogrodje 4,5,6,7-tetrahidrobenzo[d]tiazol-2,6-diamin s pripeto 4,5-dibromo-1H-pirolno 
skupino. Spojine s hidrofobnimi substituenti na pirolovem obroču so izkazale veliko boljšo 
zaviralno aktivnost, kot tiste brez njih, saj so le-ti ključni za vezavo v hidrofobni žep v 
vezavnem mestu encima in tvorbo hidrofobnih interakcij (26). V vezavnem mestu se tvori tudi 
veliko H-vezi, in sicer lahko direktno z aminokislinskimi ostanki ali pa posredno preko 
Slika 8: Strukturna formula novobiocina 
(25). 
Slika 9: Vezava molekule novobiocina v vezavno 
mesto za ATP DNA-giraze iz S. aureus. Prirejeno 
po 21. 
Slika 10: Strukturna formula oroidina. 
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strukturnih molekul vode. Ena H-vez nastane med NH skupino na pirolu in stransko verigo 
Asp73, druga pa med karbonilno skupino, vezano na pirol, in Asp73 posredno preko strukturne 
molekule vode (16). Amino skupina na tiazolu omogoča interakcije z aminokislinskima 
ostankoma Arg76 in Arg136. Testiranja so pokazala, da je vezava dodatne oksalilne ali 
malonilne skupine na 2-amino skupini osnovnega ogrodja ugodna, saj zaradi svoje dolžine 
omogoča dodatno H-vez s stransko verigo Arg136. Prav tako so se S izomeri v primerjavi z R 
izomeri izkazali za boljše zaviralce (26). 
Preko zgoraj opisanih vezi učinkovina posnema vezavo molekule ATP. Shematsko so 
interakcije med molekulo ATP in njenim vezavnim mestom v N-končni domene GyrB 
predstavljene v spodnji sliki 11, na kateri črtkane črte označujejo H-vezi, polne pa hidrofobne 
interakcije (22).  
Slika 11: Shematski prikaz interakcij med molekulo ATP z njenim vezavnim mestom v 
GyrB. Prirejeno po 22. 
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1.9 SIDEROFORI IN ŽELEZO 
Ključen element za vse žive organizme je železo. A če ga je v preobilju, je lahko toksično. V 
aerobnih pogojih se železo najpogosteje nahaja v obliki Fe3+, ki pa je zelo slabo topna pri 
fiziološkem pH in je posledično tudi njena razpoložljivost slaba. Železo sodeluje kot kofaktor 
pri pomembnih bioloških procesih in je ključen element za bakterijsko rast. V organizmu 
gostitelja je železo v večini vezano na proteine (hemoglobin, feritin, transferin, laktoferin) (27). 
V času okužbe imunski sistem gostitelja kot obrambo zmanjša količino prostega železa v telesu. 
To je razlog, da pri okužbi bakterije sintetizirajo in izločajo v svoje okolje lastne majhne (150 
– 2000 Da) molekule z veliko afiniteto do železovih ionov, imenovane siderofori. Beseda 
siderofor izhaja iz grškega jezika, katere dobesedni prevod je prenašalec železa (σιδηρος = 
železo + φερω = prenašati) (28). Gre za molekule, bogate s heteroatomi kisika in dušika, ki 
tvorijo stabilni kompleks z železom. Bakterije jih izločajo, ko gre za pomanjkanje železa 
oziroma ko pade koncentracija pod kritično vrednost za rast bakterij, ki znaša 10-6 M (15). V 
času okužbe siderofori tekmujejo z gostiteljevimi proteini, transferinom in laktoferinom, za 
železove ione (29, 30, 31).  
Poznamo tri glavne strukturne tipe sideroforov, in sicer katehole, hidroksamske kisline in 
polikarboksilate (slika 12).  
Slika 12: Vrste sideroforov (kateholat, hidroksamat in polikarboksilat) pri tvorbi kompleksa z 
železom. Prirejeno po 30. 
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Najbolj znani in najbolje opisan predstavnik kateholnih 
sideroforov je enterobaktin (slika 13), ki ga sintetizirajo in 
izločajo enterobakterije (E. coli, Salmonella sp.). 
Sestavljen je iz treh 2,3-dihidroksibenzojskih kislin, ki so 
preko amidnega distančnika vezane na osrednji ciklični 
lakton. Njegov razpadni produkt je 2,3-DHBS (2,3-
dihidroksibenzoil serin) (30). 
Donorji siderofornega dela, kateholi, tvorijo heksakoordiniran kompleks z Fe3+. Glede na to, da 
ima siderofor šest donorskih atomov, se tvori kompleks z železom v razmerju 1:1 (27). 
Kompleks siderofor-železo prepoznajo receptorji v bakterijski membrani in mu omogočijo 
vstop v celico. Receptorji v membrani se razlikujejo glede na tip siderofora, ki ga bakterija 
izloča. Kateholatni receptorji so trije: FepA, ki prepozna ciklični trimer enetrobaktina, Cir in 
Fiu pa zaznata razpadni produkt 2,3-DHBS. Medtem ko so torej receptorji v membrani in 
transportni proteini specifični glede na vrsto siderofora, je proteinski kompleks TonB 
univerzalen za vse vrste kompleksov med železom in sideroforom. Poskrbi za zadostno količino 
energije za transport s hidrolizo molekule ATP. Preko receptorjev v zunanji membrani najprej 
vstopijo v periplazmo, kjer jih komponente transportnega sistema prenesejo naprej do 
citoplazme (slika 14) (30, 32).  
Slika 13: Struktura enterobaktina. 
Slika 14: Prevzem železa v G- bakterijsko celico. Prirejeno po 29. 
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1.10 STRATEGIJA TROJANSKEGA KONJA  
Že stari Grki so se med trojansko vojno poslužili prevare. Kot dar ob koncu vojne so svojim 
nasprotnikom poklonili velikega lesenega konja, v katerega so skrili svoje ljudi. Ponoči so 
se ti splazili iz konja in uničili mesto ter prebivalce v njem (33).  
V terapiji lahko uporabimo ta princip za premagovanje glavne ovire pri doseganju tarčnega 
mesta učinkovine, to je celične stene. Pri bakterijah lahko izkoristimo sistem trojanskega 
konja tako, da tvorimo konjugate med protibakterijsko učinkovino in mimetikom siderofora, 
ki ga bakterija prepozna kot lastnega in tako povečamo biološko aktivnost učinkovine (27, 
30). 
Konjugati so sestavljeni iz treh komponent: mimetika siderofora, distančnika in 
protibakterijske spojine. Vsaka od naštetih mora biti ločeno optimizirana in natančno 
izbrana, da sestavimo konjugat, ki ima ustrezne lastnosti in ustrezno protibakterijsko 
delovanje. Distančnik omogoča, da je konjugat stabilen. Paziti moramo, da je dovolj odporen 
na zunajcelične pogoje, med transportom skozi membrano in tudi znotraj bakterijske celice. 
V študijah, ki so bile izvedene do zdaj, se je izkazalo, da so učinkovine, pripete na siderofor 
brez distančnika, izkazovale slabšo encimsko aktivnost, saj lahko siderofor moti vezavo na 
tarčo. V citoplazmi lahko nato pride do hidrolize distančnika. Vloga mimetika siderofora je 
poleg vezave železa tudi uspešen prenos konjugata skozi celično steno s pomočjo zgoraj 
opisanega transportnega sistema za železo (27, 30, 31). 
1.11 ZNANI KONJUGATI 
Konjugate siderofor-učinkovina delimo na naravne in sintezne analoge. Primer naravnega 
kompleksa so sideromicini. Gre za antibiotične učinkovine vezane na siderofor s kovalentno 
vezjo. Primeri sideromicinov so albomicini (proizvaja jih Actinomyces subtropicus), pri 
katerih mora za doseganje protibakterijske aktivnosti priti do cepitve siderofora v citoplazmi. 
Drugi naravni konjugati so ferimicini (Streptomyces griseoflavus) in salmicini 
(Streptomyces violaceus). Pri vseh treh gre za hidroksamatni tip siderofora. Glavna težava, 
da se naravni kompleksi ne uporabljajo v terapevtske namene, je predvsem visoka pojavnost 
rezistence. Prav zaradi tega je v zadnjih desetletjih raziskovanje sinteznih kompleksov zelo 
razširjeno (32).  
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Raziskovalci so že načrtovali in sintetizirali konjugate različnih mimetikov sideroforov z 
glikopeptidi, makrolidi, fluorokinoloni in β-laktami. Med najbolj raziskanimi so konjugati 
sideroforov z β-laktamskimi antibiotiki, saj je tarča, penicilin-vezoči proteini, v periplazmi 
in tako mora spojina preiti le zunanjo membrano. Pomembno je tudi, da se konjugat lahko 
veže v vezavno mesto brez cepitve siderofornega dela (30).  
V podjetju Basilea Pharmaceutica International iz Švice 
so sintetizirali nov monociklični beta-laktamski antibiotik 
BAL30072 (slika 15), ki je trenutno v fazi kliničnih 
testiranj. Gre za sulfaktam, ki izkazuje zelo dobro 
aktivnost proti po Gramu negativnim bakterijam. 
Siderofor, na katerega je vezana učinkovina, je 3-
hidroksi-dihidropiridin-4-on (označen rdeče na sliki 15) 
(32). 
Ena izmed najbolj obetavnih spojin proti rezistentnim po Gramu negativnim bakterijam P. 
aeruginosa, A. baumannii, in K. pneumoniae je cefalosporin cefiderokol. Gre za parenteralni 
cefalosporinski antibiotik s kateholatnim tipom siderofora, ki je v tretji fazi kliničnega 
testiranja. Odkrit je bil z modifikacijo dveh spojin: cefepima, katerega del prepreči, da bi 
učinkovino prepoznale beta-laktamaze, in ceftazidima, ki izboljša stabilnost učinkovine na 
beta-laktamaze (slika 16, rdeče označen siderofor). Transport skozi zunanjo membrano 
poteče preko bakterijskega transporta za železo, v periplazmi pa se cefalosporinski del veže 
na penicilin-vezoče proteine (34).  
Slika 15: Spojina BAL30072. 
 
Slika 16: Struktura cefiderokola s strukturno povezavo s ceftazidimom in cefepimom. 




2 NAMEN DELA  
Cilj magistrskega dela bo sinteza novih konjugatov zaviralcev DNA-giraze s 4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[d]tiazolnim ogrodjem in mimetikov sideroforov (slika 17), s čimer želimo 
izboljšati protibakterijsko delovanje zaviralcev DNA-giraze z izkoriščanjem bakterijskega 
transportnega sistema za železo. Načrtovanje takšnih konjugatov je prikazano na sliki 17.  
Končnim konjugatom bomo ovrednotili protibakterijsko delovanje na izbranih bakterijskih 
sevih in zaviralno aktivnost na rekombinantnem encimu in vitro. 
Konjugati bodo sestavljeni iz treh komponent, prikazanih na sliki 17. Spojinam bo skupen 
zaviralec DNA-giraze, in sicer (S)-N-(2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[d]tiazol-6-il)-3,4-
dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid (0). Vse spojine bodo v obliki S-izomerov, saj so 
se v predhodnih študijah izkazali za močnejše zaviralce DNA-giraze kot R-izomeri (26).  
Tudi mimetik siderofora, 5-hidroksi-4-okso-1,4-dihidropiridin-2-karboksilna kislina, bo 
skupen pri pripravi vseh končnih spojin. Siderofor je bil že predhodno sintetiziran na 
Slika 17: Načrtovanje konjugatov zaviralca DNA-giraze in mimetika siderofora. 
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Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Predpostavili bomo, da cepitev konjugata ni 
potrebna, saj je načrtovan tako, da je zaradi distančnika usmerjen proti topilu in ne moti 
vezave v vezavno mesto encima. Na zaviralec bo pripet preko distančnika z amidno vezjo. 
V reakcijo tvorbe amidne vezi z distančnikom, ki bo potekala s pomočjo sklopitvenega 
reagenta, bo vstopal zaščiten s para-metoksibenzilno zaščito. V zadnji stopnji tvorbe 
konjugatov bo potekla odstranitev zaščitne skupine. Dodatno bomo v nadaljevanju poskusili 
sintetizirati mimetik siderofora z aminometilensko skupino, ki bi omogočala sintezo 
konjugatov z drugačnimi distančniki.  
Končne spojine se bodo razlikovale le v izbiri distančnika, pri čemer bomo uporabili 
naslednje tri aminokisline: β-alanin, L-valin in L-alanin. S pomočjo sklopitvenega reagenta 
EDC bomo tvorili amidno vez med spojino 0 in aminokislinskim distančnikom s predhodno 
zaščiteno aminsko skupino s terc-butilkarbamatno zaščito (zaščita BOC). Spojinam bomo 
pripeli zaščitno skupino na –NH2 skupino, saj je le ta odličen nukleofil, ki bi v nasprotnem 
primeru reagiral. Z zaščito dosežemo selektivnost reakcije in se izognemo nastanku stranskih 
produktov. Zanimali nas bodo predvsem vplivi vrste distančnika na encimsko in 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti in topila 
Tekom eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila 
proizvajalcev Acros Organics, Fluka, Merck in Sigma-Aldrich. 
3.2 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija 
Kot metodo za ugotavljanje poteka reakcij in ustreznosti mobilne faze za čiščenje spojin s 
kolonsko kromatografijo smo uporabili tankoplastno kromatografijo (TLC). Kot stacionarno 
fazo smo uporabljali TLC plošče Merck Silica Gel 60 F254 z 0,20 mm debelim nanosom 
silikagela na aluminijastem nosilcu, kot mobilno fazo pa smo uporabljali različna topila v 
ustreznih razmerjih. Spojine, nanešene na kromatografskih ploščah, smo detektirali pod UV 
lučko z valovno dolžino 254 nm in po potrebi tudi z orositvenimi reagenti.  
3.2.2 »Flash« kolonska kromatografija  
Za čiščenje produktov smo uporabljali »flash« kolonsko kromatografijo, pri kateri izvajamo 
elucijo z ustvarjanjem nadtlaka in je zato hitrejša kot pri klasični gravitacijski kolonski 
kromatografiji. Izbira ustrezne steklene kolone, ki so se med seboj razlikovale po velikosti 
in premeru, je bila odvisna od količine vzorca. Kot mobilno fazo smo uporabljali organska 
topila v različnih razmerjih, kot stacionarno fazo pa silikagel z velikostjo delcev 0,040 – 
0,063 mm Silica Gel 60 proizvajalca Merck iz Nemčije.  
3.3 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.3.1 Jedrska magnetna resonanca – NMR spektroskopija 
1H NMR spektri so bili posneti na spektometru Bruker Avance III 400 MHz na Fakulteti za 
farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v devteriranem topilu dimetilsulfoksid 
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(DMSO)-d6. S pomočjo računalniškega programa MestReNova proizvajalca Mesterlab 
Reasearch S.L. smo posnete spektre procesirali in analizirali. 
3.4 MASNA SPEKTROMETRIJA (MS)  
Masni spektri so bili posneti na spektrometru Q-Tof Premier z ESI metodo v Centru za 
masno spektrometrijo na Institutu Jožef Stefan v Ljubljani.  
3.5 NOMENKLATURA IN RISANJE SPOJIN  
Za risanje strukturnih formul spojin in poimenovanje po nomenklaturi IUPAC smo uporabili 
program ChemBioDraw Ultra 16.0 podjetja CambridgeSoft. 
3.6 DOLOČEVANJE TALIŠČA 
Tališče končnih spojin spada med osnovne fizikalne lastnosti spojine. Določali smo ga s 
pomočjo Kofflerjevega mikroskopa z ogrevalno mizico Leica.  
3.7 BIOKEMIJSKA TESTIRANJA  
Encimske teste na rekombinantni DNA-girazi iz E. coli je izvedel Žiga Skok, mag. farm., na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Protibakterijsko delovanje spojin so z 
mikrodilucijsko metodo vrednotili v raziskovalni skupini dr. Päivi Tammela na Fakulteti za 





4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 SPLOŠNI SINTEZNI POSTOPKI 
Sintezni postopek A 
V 10 mL DMF smo raztopili karboksilno kislino (1 mmol) in ohladili na ledeni kopeli na 0 
°C. Nato smo dodali EDC (1,2 mmol), HOBt (1,3 mmol) in NMM (2 mmol) ter pustili mešati 
za 20 minut na ledeni kopeli. Nato smo pri sobni temperaturi dodali amin (1 mmol) ter pustili 
mešati pri sobni temperaturi do naslednjega dne. Pri izolaciji smo dodali 1% citronsko 
kislino (30 mL) in izpadlo oborino vakuumsko odfiltrirali s odsesavanjem. Matičnico smo 
ekstrahirali z EtOAc (3 × 20 mL), združene organske faze pa spirali še z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (3 × 20 mL). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod 
znižanim tlakom. 
Sintezni postopek B  
Spojino z zaščitno skupino BOC (1 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (10 mL) in bučko 
nepredušno zaprli s septumom. Nato smo z iglo dodali 4 M HCl v 1,4-dioksanu (10 mmol). 
Mešali smo pri sobni temperaturi do naslednjega dne. Izpadlo oborino smo odfiltrirali z 
odsesavanjem, matičnici pa uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Sinteza (S)-N-(2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[d]tiazol-6-il)-3,4-dikloro-5-metil-1H-
pirol-2-karboksamida (spojina 0)  
 
Spojino 0 smo sintetizirali po sinteznem postopku A iz 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-
karboksilne kisline (1,176 g, 6,06 mmol). Po dodatku 1% citronske kisline se nam je pri 
izolaciji pojavila viskozna oborina, zato smo v nadaljevanju oboje, oborino in matičnico, 
spirali z EtOAc (3 × 30 mL). Potek reakcije smo spremljali s pomočjo TLC kromatograma. 
Produkt nam je še vedno ostajal v vodni fazi, zato smo ponovili ekstrahiranje z EtOAc. 
Organsko fazo smo spirali z nasičeno raztopino NaHCO3 (3 × 20 mL) in posušili nad 
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Na2SO4, filtrirali ter topilo uparili pod znižanim tlakom. Dobili smo 0,795 g oranžno rjave 
oborine.  
Izkoristek reakcije: 38%; MM: 345,42 g/mol; tališče: 204–206 °C; Rf (diklorometan/metanol 
= 9/1): 0,79; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1,87 (s, 1H, H7), 1,93 (s, 1H, H7), 2,19 (s, 
3H, Pyr-CH3), 2,55 – 2,58 (m, 3H, 2 x H5, H4), 2,83 (dd, J1 = 15,2 Hz, J2 = 5,2 Hz, 1H, H4), 
4,14 – 4,24 (m, 1H, H6), 6,70 (s, 2H, NH2), 7,28 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CONH), 12,02 (s, 1H, 
Pyr-NH) ppm. 
Sinteza N-(terc-butiloksikarbonil)alanina (spojina 1) 
Izhodno spojino β-alanin  (2,019 g, 22,7 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (10 mL), dodali 
1 M NaOH (0,5 mL) inohladili na ledeni kopeli na približno 10 °C. Nato smo po kapljicah 
dodajali Boc2O (4,954 g, 22,7 mmol), predhodno raztopljen v 1,4-dioksanu (10 mL). Mešali 
smo 1 uro na sobni temperaturi. Po poteku reakcije smo najprej topilo uparili. Preostanek 
smo stresali z dietiletrom (2 × 20 mL) v lij ločniku, ločili faze in vodno fazo nakisali z 1 M 
HCl do pH=2-3. Kislo vodno fazo smo ekstrahirali z etilacetatom (3 × 30 mL), organski fazi 
dodali Na2SO4, filtrirali ter topilo uparili pod znižanim tlakom. Produkt smo sušili čez noč 
pri temperaturi 50°C. Dobili smo 3,731 g bele oborine.  
Izkoristek reakcije: 86,9%; MM: 189,21 g/mol; tališče: 68–70 °C; Rf (diklorometan/metanol 
= 5/1): 0,40; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1,38 (s, 9H, C(CH3)3), 2,35 (t, J = 7,1 Hz, 





tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-il)amino)-3-oksopropil) karbamata (spojina 2)  
 
Po splošnem sinteznem postopku A smo iz spojine 1 (185,75 mg, 0,982 mmol) sintetizirali 
spojino 2. Po izolaciji smo posneli NMR spekter ter ugotovili prisotnost HOBt, zato smo 
oborino spirali še enkrat z EtOAc (2 × 20 mL) in nato z nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 20 
mL). Združenim organskim fazam smo dodali sušilno sredstvo Na2SO4, filtrirali ter topilo 
uparili pod znižanim tlakom. Dobili smo 0,361 g oranžno rjave oborine.  
Izkoristek reakcije: 71,2%; MM: 516,44 g/mol; tališče: 164–166 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,27; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1,37 (s, 9H, 3 × 
CH3), 1,87-2,07 (m, 2H, 2 × H7), 2,19 (s, 3H, Pyr-CH3), 2,52-2,58 (m, 2H, COCH2), 2,65-
2,73 (m, 3H, H4, 2 × H5), 2,94-3,06 (m, 1H, H4), 3,22 (dd, 2H, J1 = 12.9 Hz, J2 = 6.8 Hz, 
CH2NH), 4,18-4,32 (m, 1H, CHNH), 6,89 (t, 1H, J = 5.5 Hz, CH2NH), 7,33 (d, 1H, J = 7.7 
Hz, CHNH), 11,91 (s, 1H, NHCO), 12,03 (s, 1H, pyrrole-NH) ppm 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ 11,1, 24,7, 28,6, 28,7, 28,8, 35,9, 36,6, 45,7, 78,1, 108,4, 110,5, 119,4, 119,7, 
127,8, 143,7, 155,9, 156,0, 158,7, 169,7 ppm; HRMS m/z za C21H28N5O4SCl2 ([M+H]
+): 
izračunana masa 516,12336, izmerjena masa 516,12366. 
Sinteza (S)-3-((6-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-il)amino)-3-oksopropan-1-amonijevega klorida (spojina 3) 
 
Reakcijo smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B. V 1,4-dioksanu (5-10 mL) smo 
raztopili spojino 2 (247,0 mg, 0,478 mmol), bučko nepredušno zaprliter dodali 4 M HCl v 
1,4-dioksanu (1,195 mL) z iglo preko septuma. Po uspešno izvedeni reakciji smo dobili 
198,0 mg sivo črne oborine. 
22 
 
Izkoristek reakcije: 91,4%; MM: 452,78 g/mol; tališče: 202–204 °C; 
Rf(diklorometan/metanol = 20/1): 0,0; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 1,87-2,07 (m, 2H, 
2 x H7), 2,19 (s, 3H, Pyr-CH3), 2,66-2,79 (m, 3H, H4, 2 × H5), 2,82 (t, 2H, J = 6.9 Hz, 
COCH2), 2,96-3,05 (m, 1H, H4), 3,05-3,14 (m, 1H, CH2NH3
+), 4,19-4,30 (m, 1H, CHNH), 
7,57 (d, 1H, J = 7.8 Hz, CHNH), 7,97 (br s, 3H, NH3
+), 12,17 (br s, 1H, NHCO), 12,25 (s, 
1H, Pyr-NH) ppm; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 11,1, 24,8, 28,6, 28,8, 32,8, 34,8, 45,7, 
108,5, 111,1, 119,5, 119,8, 127,5, 143,7, 155,7, 158,6, 168,7 ppm; HRMS m/z for 
C16H20N5O2SCl2 ([M+H]
+): izračunana masa 416,07093, izmerjena masa 416,07077. 
Sinteza (S)-N-(3-((6-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-il)amino)-3-oksopropil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-4-okso-
1,4-dihiidropiridin-2-karboksamida (spojina 4) 
 
Pri sintezi smo uporabili sintezni postopek A, kjer smo iz 5-((4-metoksibenzil)oksi)-4-okso-
1,4-dihidropiridin-2-karboksilne kisline (spojino 20) (180,0 mg, 0,393 mmol) sintetizirali 
spojino 4. Pri izolaciji smo najprej dodali EtOAc (20 mL), spirali z 10% citronsko kislino (2 
× 20 mL) in nato organsko fazo z NaHCO3 (2 × 20 mL). Organsko fazo smo sušili nad 
Na2SO4, filtrirali in topilo odstranili pod znižanim tlakom. Ker nam je med tem izpadla 
oborina, smo bučko postavili na ledeno kopel (0,5 ure), filtrirali in oborino posušili. Masa 
svetlo rjave oborine je 85,0 mg.  
Izkoristek reakcije: 32,1%; MM: 673,68 g/mol; tališče: 180–182 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,42; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,89-2,07 (m, 2H, H-
7), 2,19 (s, 3H, pyr-CH3), 2,65-2,77 (m, 5H, H-5, HA-4, COCH2), 3,02 (dd, 1H, J1 = 16,2 
Hz, J2 = 4,9 Hz, HB-4), 3,55 (dd, 2H, J1 = 13,4 Hz, J2 = 7,1 Hz, CH2NH), 3,76 (s, 3H, OCH3), 
4,20-4,31 (m, 1H, CHNH), 5,17 (s, 2H, OCH2), 6,92-6,98 (m, 2H, Ar-H), 7,34 (d, 1H, J = 
7,7 Hz, CHNH), 7,37-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,49 (s, 1H, piridin-H), 8,18 (s, 1H, piridin-H), 
8,60 (t, 1H, J = 6,1 Hz, CH2NH), 10,81 (s, 1H, piridin-NH), 11,99 (s, 1H, NHCO), 12,02 (s, 
1H, pyr-NH) ppm; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 11,1, 24,7, 28,5, 28,8, 35,3, 35,4, 45,7, 
55,6, 70,8, 108,5, 110,1, 110,4, 114,3, 119,5, 119,7, 127,8, 128,8, 130,3, 135,5, 143,7, 144,9, 
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146,1, 154,8, 155,8, 158,7, 159,6, 164,2, 170,0 ppm; HRMS m/z za C30H29N6O6SCl2 ([M-
H]-): izračunana masa 671,12409, izmerjena masa 671,12640. 
Sinteza (S)-N-(3-((6-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-il)amino)-3-oksopropil)-5-hidroksi-4-okso-1,4-
dihidropiridin-2-karboksamida (spojina 5) 
 
Spojino 4 (54,0 mg, 0,080 mmol) smo raztopili v ocetni kislini (3 mL). Nato smo dodajali 
po kapljicah preko septuma raztopino 1 M HCl v ocetni kislini (1,8 mL). Reakcijo smo 
pustili potekati čez noč na sobni temperaturi. Naslednji dan smo uparili topilo pod znižanim 
tlakom, dodali malo dietiletra in postavili bučko v ultrazvočno kadičko, da smo razbili 
delčke. Oborini smo odstranili topilo z odsesavanjem. Masa svetlo rjave oborine znaša 44 
mg.  
Izkoristek reakcije: 99,2%; MM: 553,42 g/mol; tališče: 219–222 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,83; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,87-1,97 (m, 1H, 
HA-7), 1,97-2,07 (m, 1H, HB-7), 2,19 (s, 3H, pyr-CH3), 2,65-2,80 (m, 5H, H-5, HA-4, 
COCH2), 2,96-3,05 (m, 1H, HB-4), 4,20-4,30 (m, 1H, CHNH), 7,41 (d, 1H, J = 7,7 Hz, 
CHNH), 7,64 (s, 1H, piridin-H), 8,02 (s, 1H, piridin-H), 9,06 (s, 1H, OH), 12,03 (s, 1H, 
NHCO), 12,10 (s, 1H, pyr-NH) ppm, signal vode od topila je prekril signal za CH2NH; 
13C 
NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 11,1, 24,8, 28,6, 28,8, 35,0, 36,1, 45,7, 108,5, 110,8, 111,3, 
119,6, 127,7, 143,7, 146,9, 155,9, 158,7, 169,5 ppm; HRMS m/z za C22H23N6O5SCl2 
([M+H]+): izračunana masa 553,08222, izmerjena masa 553,08258. 
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Sinteza N-(terc-butiloksikarbonil)valina (spojina 6) 
 
L-valin (2,000 g, 17,07 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (10 mL) in 1 M NaOH (5 mL) 
ter mešali na ledeni kopeli (10 °C). Nato smo dodali Boc2O (3,726 g, 17,07 mmol), ki smo 
ga predhodno raztopili v 10 mL dioksana. Mešali smo približno 1 uro na sobni temperaturi. 
Topilo smo odstranili z uparevanjem, preostanek pa stresali z dietiletrom (2 × 20 mL). 
Vodno fazo smo z 1 M HCl nakisali do pH=2-3 in jo ponovno stresali z EtOAc (3 × 30 mL). 
Organske faze smo združili, posušili z dodatkom Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod 
znižanim tlakom. Masa  prozorne oljnate tekočine znaša 2,271 g. 
Izkoristek reakcije: 61,2%; MM: 217,23 g/mol; Rf (diklorometan/metanol = 5/1): 0,68; 
1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 0,80-0,95 (m, 6H, CH(CH3)2), 1,39 (s, 9H, C(CH3)3), 2,00 
(s, 1H, CH(CH3)2), 3,78 (d, J = 6,1 Hz, 1H, CHCOOH), 6,93 (s, 1H, NH), 12,47 (s, 1H, 
COOH) ppm.  
Sinteza terc-butil (S)-(1-((6-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-il)amino)-3-metil-1-oksobutan-2-il) karbamata (spojina 7) 
 
Spojino 7 smo sintetizirali po splošnem sinteznem postopku A iz spojine 6 (191,9 mg, 0,883 
mmol). Po izolaciji smo na TLC kromatogramu opazili, da nam HOBt še vedno ostaja v 
produktu, zato smo se lotili kolonske kromatografije z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Po 
zbranih ustreznih frakcijah smo dobili 0,172 g rumeno rjave oborine.  
Izkoristek reakcije: 35,8%; MM: 544,49 g/mol; tališče: 142–144 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,24; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 0,80-0,95 (m, 6H, 
2 × CHCH3), 1,29 in 1,38 (2 × s, 9H, 3 × CH3), 1,89-2,06 (m, 3H, H-7, CHCH3), 2,19 (s, 
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3H, pyr-CH3), 2,66-2,77 (m, 3H, H-5, HA-4), 2,96-3,06 (m, 1H, HB-4), 4,01 (t, 1H, J = 8,0 
Hz, COCHNH), 4,21-4,32 (m, 1H, CHNH), 7,07 (d, 1H, J = 8,1 Hz, COCHNH), 7,35 (d, 
1H, J = 7,5 Hz, CHNH), 11,98 (s, 1H, NHCO), 12,01 (s, 1H, pirol-NH) ppm; 13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6) δ 11,1, 19,0, 19,5, 24,7, 28,5, 28,6, 28,8, 30,5, 45,6, 60,3, 78,7, 108,5, 
110,4, 119,7, 127,8, 143,9, 156,0, 158,7, 171,2 ppm; HRMS m/z za C23H32N5O4SCl2 





Izvedli smo odstranitev zaščitne skupine z acidolizo spojini 7 (136,0 mg, 0,249 mmol) po 
sinteznem postopku B. Po 48 urah reakcija še zmeraj ni potekla, zato smo dodali dodatno 
količino 4 M HCl (2,49 mmol) in pustili mešati preko noči. Iz razvitega kromatograma smo 
nato ugotovili, da je reakcija potekla. Topilo smo uparili na rotavaporju. Dobili smo 126,0 
mg rdeče rjave oborine. 
Izkoristek reakcije: 100%; MM: 480,83 g/mol; tališče: 198–200 °C; 
Rf(diklorometan/metanol = 9/1): 0,0; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 0,97 (dd, 6H, J1 = 
6,8 Hz, J2 = 1,1 Hz, 2 × CHCH3), 1,89-2,08 (m, 3H, H-7, CHCH3), 2,19 (s, 3H, pyr-CH3), 
2,69-2,82 (m, 3H, H-5, HA-4), 2,97-3,08 (m, 1H, HB-4), 3,82-3,92 (m, 1H, COCH), 4,20-
4,30 (m, 1H, CHNH), 7,57 (d, 1H, J = 7,7 Hz, CHNH), 8,48 (s, 3H, NH3
+), 12,24 (s, 1H, 
pirol-NH) ppm; HRMS m/z za C18H24N5O2SCl2 ([M+H]
+): izračunana masa 444,10223, 





metoksibenzil)oksil-4-okso-1,4-dihidropiridin-2-karboksamida (spojina 9) 
 
Izvedli smo sintezni postopek A, pri katerem smo iz spojine 20 (54,4 mg, 0,197 mmol) 
sintetizirali spojino 9. Pri izolaciji smo najprej dodali EtOAc (20 mL) in še le nato spirali z 
10% citronsko kislino (2 × 20 mL), organsko fazo pa nato še z nasičeno raztopino NaHCO3 
(2 × 20 mL). Iz kromatograma je po izolaciji razvidno, da naš produkt še ni povsem čist, 
zato smo naredili kolonsko kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH=20/1. Po združitvi 
ustrezno čistih frakcij in uparitvi topila smo dobili 38,0 mg rumeno rjave oborine. 
Izkoristek reakcije: 27,4%; MM: 701,62 g/mol; tališče: 149–151 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,51; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 0,91 (t, 6H, J = 6,7 
Hz, 2 × CHCH3), 1,92-2,07 (m, 2H, H-7), 2,21-2,24 (m, 4H, CHCH3, pyr-CH3), 2,68-2,77 
(m, 3H, H-5, HA-4), 2,97-3,05 (m, 1H, HB-4), 3,77 (s, 3H, OCH3), 4,21-4,31 (m, 1H, 
CHNH), 4,51-4,60 (m, 1H, COCHNH), 5,19 (s, 2H, OCH2), 6,93-6,99 (m, 2H, Ar-H), 7,35 
(d, 1H, J = 7,9 Hz, CHNH), 7,39-7,45 (m, 2H, Ar-H), 7,49 (s, 1H, piridin-H), 8,26 (s, 1H, 
piridin-H), 8,50-8,57 (m, 1H, COCHNH), 10,90 (s, 1H, piridin-NH), 12,01 (s, 1H, pyr-NH), 
12,28 (s, 1H, NHCO) ppm; HRMS m/z za C32H35N6O6SCl2 ([M+H]
+): izračunana masa 
701,17104, izmerjena masa 701,17084. 
Sinteza (S)-N-(1-((6-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-il)amino)-3-metil-1-oksobutan-2-il)-5-hidroksi-4-okso-1,4-
dihidropiridin-2-karboksamida (spojina 10) 
 
Spojini 9 (33,0 mg, 0,047 mmol) smo dodali ocetno kislino (3 mL) in 1 M HCl v ocetni 
kislini (0,94 mL). Reakcijo smo pustili potekati pri sobni temperaturi čez noč. Pri izolaciji 
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smo ocetno kislino uparili skoraj do suhega in dodali dietileter. Oborino smo odfiltrirali z 
odsesavanjem. Masa oranžno rjave oborine znaša 21,0 mg.  
Izkoristek reakcije: 76,8%; MM: 581,47 g/mol; tališče: 202–204 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,13; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 0,92 (d, 4H, J = 6,6 
Hz, CHCH3), 1,10 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CHCH3), 1,89-2,07 (m, 2H, H-7), 2,13-2,24 (m, 4H, 
CHCH3, pyr-CH3), 2,66-2,79 (m, 3H, H-5, HA-4), 2,97-3,06 (m, 1H, HB-4), 4,20-4,31 (m, 
1H, CH2CHNH), 4,51-4,59 (m, 1H, COCHNH), 7,39 (d, 1H, J = 7,6 Hz, CH2CHNH), 7,58 
(s, 1H, piridin-H), 8,04 (s, 1H, piridin-H), 8,73 (br s, 1H, OH), 12,06 (s, 1H, pyr-NH), 12,28 
(s, 1H, NHCO) ppm; HRMS m/z za C24H27N6O5SCl2 ([M+H]
+): izračunana masa 




tetrahidrobenzo[d]-tiazol-2-il)amino)-1-oksopropan-2-il) karbamata (spojina 11) 
 
Sledili smo sinteznemu postopku A, pri katerem smo iz BOC- L-alanina (164,96 mg,  mmol) 
sintetizirali spojino 11. Pri izolaciji smo po dodatku 1% citronske kisline vakuumsko 
odsesavanje izpustili in takoj spirali z EtOAc (2 × 20 mL) ter nato z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (2 × 20 mL). Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
DKM/MeOH=20/1. Dobimo 216,0 mg oranžno rjave oborine 
Izkoristek reakcije: 48,0 %; MM: 516,44 g/mol; tališče: 138–140 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,09; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,18-1,30 (m, 4H, 
CH3), 1,38 (s, 8H, CH3), 1,89-2,07 (m, 2H, H-7), 2,19 (s, 3H, pirol-CH3), 2,66-2,77 (m, 3H, 
H-5, HA-4), 3,01 (dd, 1H, J1 = 15,9 Hz, J2 = 5,1 Hz, HB-4), 4,15-4,32 (m, 2H, 2 × CHNH), 
7,22 (d, 1H, J = 7,1 Hz, COCHNH), 7,34 (d, 1H, J = 7,7 Hz, CHNH), 11,96 (s, 1H, NHCO), 
12,01 (s, 1H, pirol-NH) ppm; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 11,1, 18,1, 24,7, 28,5, 28,7, 
28,8, 45,6, 50,1, 78,6, 108,5, 110,4, 119,7, 127,8, 143,9, 155,6, 156,0, 158,7, 172,3 ppm; 
HRMS m/z za C21H28N5O4SCl2 ([M+H]





tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-il)amino)-1-oksopropan-2-amonijevega klorida (spojina 
12) 
 
Izvedli smo acidolizo spojine 11 (186,0 mg, 0,360 mmol) po sinteznem postopku B. Ker 
smo iz TLC kromatograma ugotovili, da reakcija po enem dnevu še ni potekla, smo dodali 
še 0,9 mL 4 M HCl v 1,4-dioksanu in pustili čez noč. Še vedno se nam je na TLC 
kromatogramu pojavljala nezreagirana izhodna spojina, zato smo oborino odfiltrirali z 
odsesavanjem, sprali z 1,4-dioksanom in posušili. Matičnici smo dodali 4 M HCl (3,6 mmol) 
in pustili mešati preko noči. Ko smo iz razvitega kromatograma videli, da je reakcija 
končana, smo uparili topilo na rotavaporju in produkt posušili na sobni temperaturi. Dobili 
smo 120,0 mg rjavo črne oborine.  
Izkoristek reakcije: 73,6%; MM: 452,78 g/mol; tališče: 162–164 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,46 (d, 3H, J = 7,0 Hz, 
CH3), 1,89-2,08 (m, 2H, H-7), 2,19 (s, 3H, pirol-CH3), 2,70-2,81 (m, 3H, H-5, HA-4), 3,03 
(dd, 1H, J1 = 15,5 Hz, J2 = 4,8 Hz, HB-4), 4,05-4,16 (m, 1H, CHNH3
+), 4,18-4,30 (m, 1H, 
CHNH), 7,61 (d, 1H, J = 7,7 Hz, CHNH), 8,46 (br s, 3H, NH3
+), 12,28 (s, 1H, pirol-NH) 
ppm; HRMS m/z za C16H20N5O2SCl2 ([M+H]








Po splošnem sinteznem postopku A smo iz spojin 20 (53,0 mg, 0,194 mmol) in 12 
sintetizirali spojino 13. Naslednji dan smo se izolacije lotili malo drugače: takoj smo dodali 
EtOAc (20 mL) in nato spirali z 10 % citronsko kislino (2 × 20 mL), organsko fazo pa še z 
NaHCO3 (2 × 20 mL). Organsko fazo smo nato sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali 
in topilo odstranili pod znižanim tlakom. Iz kromatograma je bilo razvidno, da naš produkt 
ni povsem čist, zato smo naredili kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
DKM/MeOH=20/1. Dobili smo 35,0 mg oranžno rjave oborine. 
Izkoristek reakcije: 26,7%; MM: 673,57 g/mol; tališče: 143–145 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,65; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,43 (d, 3H, J = 7,1 
Hz, CHCH3), 1,89-2,06 (m, 2H, H-7), 2,19 (s, 3H, pirol-CH3), 2,66-2,78 (m, 3H, H-5, HA-
4),  2,97-3,06 (m, 1H, HB-4), 3,76 (s, 3H, OCH3), 4,21-4,32 (m, 1H, CHNH), 4,60-4,71 (m, 
1H, CHCH3), 5,19 (s, 2H, OCH2), 6,93-6,99 (m, 2H, Ar-H), 7,34 (d, 1H, J = 7,8 Hz, CHNH), 
7,38-7,45 (m, 2H, Ar-H), 7,48 (s, 1H, piridin-H), 8,23 (s, 1H, piridin-H), 8,60-8,67 (m, 1H, 
COCHNH), 10,87 (s, 1H, piridin-NH), 12,02 (s, 1H, pirol-NH), 12,17 (s, 1H, NHCO) ppm; 
HRMS m/z za C30H31N6O6SCl2 ([M+H]




dihidropiridin-2-karboksamida (spojina 14) 
 
Spojini 13 (27,0 mg, 0,040 mmol) smo dodali ocetno kislino (3 mL) in 1 M HCl v ocetni 
kislini (0,8 mL). Reakcijo smo pustili potekati pri sobni temperaturi do naslednjega dne. 
Produktu smo uparili ocetno kislino in dodali dietileter ter postavili bučko v ultrazvočno 
kadičko, da smo razbili delčke. Oborini smo odstranili topilo z odsesavanjem. Masa oranžne 
oborine znaša 16 mg.  
Izkoristek reakcije: 72,2%; MM: 553,42 g/mol; tališče: 202–204 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,08; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,44 (d, 3H, J = 7,1 
Hz, CHCH3), 1,89-2,07 (m, 2H, H-7), 2,19 (s, 3H, pirol-CH3),  2,66-2,79 (m, 3H, H-5, HA-
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4),  2,97-3,06 (m, 1H, HB-4), 4,20-4,31 (m, 1H, CH2CHNH), 4,62-4,72 (m, 1H, COCHNH), 
7,38 (d, 1H, J = 7,7 Hz, CH2CHNH), 7,60 (s, 1H, piridin-H), 8,02 (s, 1H, piridin-H), 8,93 
(s, 1H, OH), 12,06 (s, 1H, pirol-NH), 12,18 (s, 1H, NHCO) ppm; 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ 11,1, 18,1, 24,7, 28,6, 28,8, 45,6, 49,7, 108,5, 110,6, 119,6, 120,0, 127,7, 143,9, 
146,7, 158,7, 171,1 ppm; HRMS m/z za C22H23N6O5SCl2 ([M+H]
+): izračunana masa 
553,08222, izmerjena masa 553,08264. 
4.2 SINTEZA MIMETIKOV SIDEROFORA 
Sinteza 4,5-bis((4-metoksibenzil)oksi)-2-hidroksimetilpiridina (spojina 16) 
 
V 10 mL DMSO smo raztopili spojino 15 (1,514 g, 5,79 mmol). Nato smo dodali K2CO3 
(1,6 g, 11,6 mmol) in pustili mešati pri sobni temperaturi 1 uro. Po eni uri smo dodali para-
metoksibenzilklorid (0,94 mL, 6,96 mmol) in segrevali na oljni kopeli pri 80 °C. Po eni uri 
smo razvili TLC kromatogram in ugotovili, da je reakcija potekla. Sledila je ekstrakcija, kjer 
smo dodali vodo (20 mL) in ekstrahirali z EtOAc (3 × 20 mL). Združene organske faze smo 
sušili nad Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod znižanim tlakom. Zaradi prisotnosti nečistot 
smo produkt očistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo diklorometan/metanol = 20/1. 
Dobili smo 624 mg oranžno rjave oborine. 
Izkoristek reakcije: 28,2 %; MM: 381,43 g/mol; Rf (diklorometan/metanol = 9/1): 0,48; 
1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 3,75 (t, J = 6,4 Hz, 6H, 2 × OCH3), 4,43 (d, J = 5,7 Hz, 2H, 
CH2OH), 5,06 (s, 2H, OCH2), 5,13 (s, 2H, OCH2), 5,33 (t, J = 5,7 Hz, 1H, OH), 6,92 (d, J = 
8,8 Hz, 2H, 2 × ArH), 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × ArH), 7,19 (s, 1H, piridin-H), 7,33 (d, J 
= 8,8 Hz, 2H, 2 × ArH), 7,40 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × ArH), 8,08 (s, 1H, piridin-H) ppm. 
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Sinteza 2-(azidometil)-4,5-bis((4-metoksibenzil)oksi)-piridina (spojina 18) 
Reakcijo smo izvajali v dveh stopnjah. Spojino 16 (525 mg, 1,38 mmol) smo raztopili v 10 
mL diklorometana, postavili na ledeno kopel, dodali trietilamin (0,38 mL, 2,76 mmol), 
pokrili s septumom in dodali še metansulfonilklorid (157,8 mg, 1,38 mmol). S pomočjo TLC 
kromatograma smo po 30 minutah preverili potek reakcije. Še vedno je bila vidna lisa 
izhodne spojine, zato smo dodali dodatno količino  CH3SO2Cl (1,38 mmol). Ko je izhodna 
spojina v celoti reagirala, smo dodali 10 mL diklorometana in spirali z nasičeno raztopino 
natrijevega klorida (2 × 10 mL). Produkt se je nahajal v organski fazi, zato smo jo sušili nad 
Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod znižanim tlakom. Dobili smo 601 mg oranžno rjave 
oborine in jo shranili v hladilniku do naslednjega dne, ko smo jo brez čiščenja uporabili v 
naslednji stopnji. Izkoristek reakcije: 95,9 %; MM: 455,57 g/mol; Rf (diklorometan/metanol 
= 20/1): 0,53 
V drugi stopnji smo suho spojino 17 (578 mg, 1,27 mmol) raztopili v 3 mL DMF in dodali 
natrijev azid (165 mg, 2,54 mmol) in kristalček kalijevega jodida. Pustili smo mešati 20 
minut pri sobni temperaturi. Pri izolaciji smo dodali EtOAc (30 mL) in spirali z 1% citronsko 
kislino (2 × 15 mL). Nato smo organsko fazo spirali še z nasičeno raztopino NaCl (2 × 15 
mL). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, filtrirali ter topilo uparili pod znižanim tlakom. 
Surov produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
diklorometan/metanol=20/1. Dobili smo 175 mg oranžno rjave oborine.  
Izkoristek reakcije: 33,9 %; MM: 406,44 g/mol; Rf  (etilacetat/heksan = 1/1): 0,36; 
1H NMR 
(400 MHz, DMSO-d6): δ 3,75-3,94 (m, 6H, 2 × OCH3), 4,39 (s, 2H, CH2N3), 5,12 (s, 2H, 
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OCH2), 5,16 (s, 2H, OCH2), 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × ArH), 6,95 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × 
ArH), 7,07 (s, 1H, piridin-H), 7,34 (dd, J1 = 8,8, J2 = 0,5 Hz, 2H, 2 x ArH), 7,37 (s, 2H, 2 × 
ArH), 8,13 (d, J = 9,1 Hz, 1H, piridin-H) ppm. 
Sinteza 4,5-bis((4-metoksibenzil)oksi)-2-aminometilpiridina (spojina 19) 
 
Spojino 18 (132 mg, 0,325 mmol) smo raztopili v 20 mL MeOH, dodali trifenilfosfin (128 
mg, 0,487 mmol) in mešali pri sobni temperaturi eno uro. Nato smo dodali 0,5 mL vode in 
reakcijo pustili potekati čez noč. Potek reakcije smo preverili s TLC kromatogramom. Pri 
izolaciji smo uparili MeOH pod znižanim tlakom, dodali 5 mL destilirane vode ter uravnali 
pH do 3-4 z 1 M HCl. Vodno fazo smo ekstrahirali z EtOAc (2 × 15 mL). Vodni fazi smo 
uravnali pH do približno 12 in spet stresali z EtOAc (3 × 10 mL). Združene organske faze 
smo nato sušili z dodatkom sušilnega sredstva Na2SO4, filtrirali in topilo uparili pod znižanim 
tlakom. Ker nam je produkt že vedno ostajal tudi v vodni fazi, smo vodo uparili pod znižanim 
tlakom. Dobili smo 167 mg belih kristalčkov. Poleg produkta je bil prisoten tudi NaCl, ki se 
ga nismo uspeli znebiti in produkta nismo uporabili v nadaljnjih stopnjah.  
Izkoristek reakcije: 100 %; MM: 380,01 g/mol; Rf (diklorometan/metanol = 20/1): 0,03; 
1H 
NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 3,75 (dd, J1  = 13,0 Hz, J2 = 4,7 Hz, 6H, 2 × OCH3), 4,05 (s, 
2H, CH2NH2), 5,12 (s, 4H, 2 × OCH2), 6,92 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × ArH), 6,98 (dd, J1 = 8,8 
Hz, J2 = 2,2 Hz, 2H, 2 × ArH), 7,13 (d, J = 8,8 Hz, 1H, piridin-H), 7,30-7,37 (m, 2H, 2 × 
ArH), 7,41 (dd, J1 = 8,7, J2 = 4,6 Hz, 2H, 2 × ArH), 7,91 (t, J = 6,4 Hz, 1H, piridin-H), 8,21 
(s, 2H, NH2) ppm.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV  
5.1.1 Sinteza amidne vezi s sklopitvenim reagentom 
Reakcija, pri kateri poteče sinteza amidne vezi s pomočjo sklopitvenega reagenta, ki smo ga 
uporabili pri sintezi spojin 0, 2, 4, 7, 9, 11 in 13, je opisana s splošnim sinteznim postopkom 
A. Uporabljen sklopitveni reagent je bil 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC). 
Prednost metode s sklopitvenim reagentom je, da lahko EDC dodamo direktno v zmes, saj 
je reakcija selektivna. K temu pripomore tudi nizka temperatura, pri kateri poteka reakcija, 
saj s tem preprečimo možnost nastanka najbolj pogostega stranskega produkta N-
acilsečnine. Prva stopnja je aktivacija karboksilne kisline z EDC, pri kateri poteče 
nukleofilna adicija karboksilata na ogljikov atom karbodiimida, pri čemer nastane aktivirani 
ester. Pri sintezi amidne vezi uporabimo tudi pomožni nukleofil in katalizator 1-
hidroksibenzotriazol (HOBt), ki zmanjša racemizacijo izhodnih reaktantov in možnost 
nastanka stranskih produktov, hkrati pa reakcijo tudi pospeši. Po dodatku amina poteče 
preko tetraedričnega intermediata nukleofilna substitucija do amida. Reakcijski zmesi smo 
dodali tudi bazo, N-metilmorfolin (NMM), da smo ustvarili alkalen medij, v katerem kislina 
ionizira, kar olajša potek reakcije. Potek reakcije je prikazan na sliki 18 (36). 
 
Slika 18: Potek sinteze amidne vezi s sklopitvenim reagentom. 
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5.1.2 Zaščitne skupine 
Reaktanti, ki vstopajo v reakcijo imajo običajno več funkcionalnih skupin, ki bi lahko 
reagirale in posledično vodile v nastanek neželenih produktov stranskih reakcij. Z uvedbo 
zaščitnih skupin na tiste funkcionalne skupine, za katere ne želimo, da reagirajo, omogočimo 
selektivnost reakcije. Pomembno je, da smo pri izbiri ustrezne zaščitne skupine pozorni 
poleg selektivnosti in enostavnosti uvajanja tudi na stabilnost zaščite v različnih pogojih, 
katerim bo spojina izpostavljena.  
Pri spojini 1 in 6 smo uporabili terc-butil karbamatno zaščito na aminski skupini. Ta je 
namreč močan nukleofil, ki bi nezaščiten lahko reagiral v nadaljnjih stopnjah sinteze. 
Nukleofilni amin napade elektrofilno karbonilno skupino di-terc-butil dikarbonata, poteče 
nukleofilna substitucija preko tetraedričnega intermediata. V reakciji (slika 19) se odcepi 
terc-butil karbonat, ki razpade na CO2 in terc-butanol. Kot topilo smo uporabili 1,4-dioksan 
in NaOH. Boc2O je topen v 1,4-dioksanu, aminokislina, ki jo želimo zaščititi, pa v NaOH, 
obe topili pa se med seboj dobro mešata. Možnost nastanka stranskih produktov smo 
zmanjšali s tem, da smo reakcijo izvajali pri znižani temperaturi (36). 
Pri odstranitvi skupine BOC gre za acidolizo (slika 20). Dodali smo HCl v prebitku preko 
septuma, kar je protoniralo terc-butilkarbamat do nastanka karbaminske kisline. Ta je nato 
razpadla do amina in CO2. Amin se je v kislem protoniral in tvoril sol s prebitno HCl.  
Slika 19: Mehanizem uvedbe zaščite BOC na aminsko skupino. 
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Slika 20: Mehanizem odstranitve skupine BOC z acidolizo. Prirejeno po 37. 
Pri mimetiku siderofora, spojini 16, smo karbonilno skupino na mestu štiri zaščitili s para-
metoksibenzilno (PMB) zaščito (slika 21) in s tem zagotovili ustrezen potek reakcije. Zaščito 
smo uvedli s p-metoksibenzilkloridom. Reakcija poteče po mehanizmu nukleofilne 
substitucije. Ker reakcija poteka na podoben način kot Williamsonova sinteza etrov, smo 
dodali tudi bazo K2CO3, ki poskrbi za deprotonacijo hidroksilne skupine. Ta nato reagira s 
para-metoksibenzil kloridom do nastanka etra.  
Slika 21: Uvedba zaščite PMB na hidroksilno kislino. 
Zadnjo stopnjo pri sintezi končnih produktov je predstavljala odstranitev zaščitne skupine 
PMB. Odstranili smo jo z acidolizo, pri kateri smo uporabili klorovodikovo kislino 
raztopljeno v ocetni kislini. 
5.1.3 Staudingerjeva redukcija 
Gre za kemijsko reakcijo azida s trifenilfosfinom do amina. Reakcija je poimenovana po 
Hermannu Staudingerju, ki jo je prvi opisal. Pri tem poteče redukcija (slika 22), ki je zelo 
hitra. Najpogosteje uporabljena reagenta pri tej reakciji sta trifenilfosfin, ali pa tributilfosfin. 
V prvem delu reakcije trifenilfosfin reagira z azidom do nastanka intermediata fosfazida 
preko nukleofilne adicije. Pride do odcepa dušika do iminofosforana. V drugem delu pa 
dodatek vode s hidrolizo omogoči nastanek amina in stabilnega trifenilfosfinoksida (37). 
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Slika 22: Prikaz mehanizma Staudingerjeve redukcije azida do amina. 
5.2 KOMENTAR IZOLACIJSKIH METOD (38) 
5.2.1 Filtracija 
Metodo filtracije smo uporabili pri ločevanju kristalov od topila oziroma tekočin. Uporabili 
smo dve različni: navadno filtracijo in tako pri znižanem tlaku v presesalni erlenmajerici 
(nučanje). 
5.2.2 Ekstrakcija 
V našem primeru smo uporabljali ekstrakcijo tekoče-tekoče, pri kateri se želena spojina 
porazdeli med dve med seboj ne mešajoči se topili. Izkoriščali smo različno topnost spojine 
in nečistot. Pri izbiri ustreznega topila moramo biti pozorni na lastnosti topila, saj je 
pomembno, da ne reagira s spojino, ki jo želimo izolirati; po koncu ekstrakcije pa je 
pomembno tudi, da se da topilo enostavno upariti. Pri ekstrakciji po dodatku obeh faz lij 
ločnik stresamo, počakamo, da se fazi ločita in fazo, ki vsebuje želeno spojino odlijemo, ter 
spiranje ponovimo približno trikrat, da zagotovimo večjo uspešnost ekstrakcije. Tekom 
našega dela smo uporabljali nasičeno raztopino NaCl (odstranimo vodo iz organske faze), 
nasičeno raztopino NaHCO3 (odstranimo kisle primesi) in 10% citronsko kislino 
(odstranimo bazične primesi). 
5.2.3 Sušenje   
Z dodatkom sušilnega sredstva, v našem primeru smo pri izolaciji uporabljali Na2SO4, 
odstranimo vodo. Na2SO4 je nevtralno sušilno sredstvo, ki z vodo tvori kompleksne hidrate. 
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5.2.4 Uparevanje na rotavaporju 
Z uparevanjem pri znižanem tlaku se ob koncu reakcije znebimo topil, ki so nam omogočila 
potek reakcije. Za to uporabimo rotacijski vakuumski uparjevalnik oziroma rotavapor. 
Pripeta vrteča se bučka omogoča večjo površino za odparevanje topila, zaradi česar je hitrost 
večja. K učinkovitosti uparevanja pa pripomore tudi regulator tlaka, s katerim zagotovimo 
želen podtlak. 
5.3 REZULTATI ENCIMSKIH TESTOV 
Na končnih spojinah 5, 10, 14 so bili opravljeni encimski testi na DNA-girazi iz po Gramu 
negativne bakterije E. coli. Rezultati so podani kot vrednost IC50 (srednja zaviralna 
koncentracija) (preglednica 2). Ta vrednost nam pove kakšna koncentracija spojine je 
potrebna, da dosežemo 50% zaviranje delovanja tarčnega encima, ki je v našem primeru 
DNA-giraza. Torej nižja je vrednost, boljši zaviralec je spojina (39). Vse tri spojine imajo 
vrednost IC50 v nanomolarnem območju. Spojine so si strukturno podobne, razlikujejo se le 
v vrsti distančnika med zaviralcem DNA-giraze in mimetikom siderofora. Spojina 5 vsebuje 
β-alanin, spojina 10 L-valin in spojina 14 L-alanin. Rezultate smo primerjali tudi z 
novobiocinom, naravnim zaviralcem DNA-giraze, ki se je v preteklosti uporabljal v terapiji 
(40), in s spojinami, sintetiziranimi v sklopu magistrske naloge Anje Birjukov, mag. farm. 
(41). Pri tej nalogi je končnim spojinam bil skupen zaviralec DNA-giraze in aminokislina 
glicin kot distančnik. Spojine so se razlikovale v strukturi mimetika siderofora.  
Vsem primerjanim spojinam skupen in ključen pri uspešni vezavi spojin v vezavno mesto 
za ATP molekulo DNA-giraze je 3,4-dikloro-5-metilpirolamid. NH skupina služi kot donor 
H-vezi z aminokislinskim ostankom Asp73, metilna skupina in klorova atoma na pirolu 
zasedejo hidrofobni žep na encimu, kar izboljša zaviralno aktivnost. Pirolni obroč je preko 
amidne vezi vezan na osnovni skelet, 4,5,6,7-tetrahidrobenzo[d]tiazol-2,6-diamin. Ta 
amidna vez je pomembna za tvorbo H-vezi posredno preko strukturne vode na Asp73 (CO 
iz amida) in Thr365 (NH iz amida). Tudi karbonilni kisik amidne vezi, preko katere je vezan 
distančnik na osnovni skelet, lahko deluje kot akceptor H-vezi in tvori H-vez z Arg76 in/ali 
Arg136. Na sideroforu je pomembno, da imamo hidroksilne skupine, ki so odgovorne za 
vezavo Fe (21). 
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K vrednosti zaviralne aktivnosti novobiocina (IC50 = 0,17 μM) se je najbolj približala spojina 
14 (IC50 = 0,26 μM), ki je izmed primerjanih izkazala najmočnejše zaviranje encima. Sledijo 
spojine 22 (IC50 = 0,30 μM), 5 (IC50 = 0,35 μM), 10 (IC50 = 0,64 μM), 23 (IC50 = 0,80 μM) 
in spojina 21 z najšibkejšim delovanjem (IC50 = 1,0 μM).  
Iz spojin, ki smo jih vključili v primerjavo k našim iz naloge Anje Birjukov, sta boljšo 
zaviralno aktivnost na encimu pokazali spojini 22 in 23, ki obe kot mimetik siderofora 
vsebujeta dihidroksibenzojsko kislino. Kljub temu, da se razlikujeta le v položaju –OH 
skupin na obroču benzena, je razlika v vrednosti IC50 med njima kar velika. Enak siderofor, 
kot smo ga uporabili pri naših končnih spojinah, je bil uporabljen pri spojini 21. Ta spojina 
je izkazovala najslabšo zaviralno aktivnost izmed vseh primerjanih, čeprav so naše končne 
spojine z enako strukturo siderofora vse izkazale boljšo zaviralno aktivnost. Iz tega lahko 
povzamemo, da je za uspešno zaviralno aktivnost pomembno načrtovati pravo kombinacijo 
vseh treh komponent: zaviralca, distančnika in mimetika siderofora. 
Preglednica 2: Rezultati encimskih testov na rekombinantni DNA-girazi iz E. coli. 
 












5.4 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE 
Končnim spojinam (5, 10, 14, 21, 22, 23) so določili tudi protibakterijsko delovanje na 
Univerzi v Helsinkih na Finskem, ki je izražena v odstotkih zaviranja rasti v primerjavi s 
kontrolo (ciprofloksacin) po 24 urah pri 50 μM koncentraciji testirane spojine (preglednica 
3).  
Določali smo jo na bakterijskih sevih Enterococcus faecalis (G+, ATCC 29212), 
Staphylococcus aureus (G+, ATCC 25923), Escherichia coli (G-, ATCC 25922) in 
Pseudomonas aeruginosa (G-, ATCC 27853). Spojine so bile testirane tudi na dveh 
mutiranih sevih E. coli (JW5503 in JD17464). Sev JW5503 je brez gena za tolC, ki je ključen 
pri sintezi proteinov, gradnikov efluks črpalk na zunanji membrani bakterijske celice. Te 
črpalke povečujejo bakterijsko odpornost na protibakterijske učinkovine, saj preko 
aktivnega transporta zmanjšujejo koncentracijo učinkovine na mestu delovanja (42). Sev 
JD17464 pa ima izbit gen lpxC, odgovoren za biosintezo lipidov A, gradnikov zunanje 
membrane. Zaradi mutacije pride do povečane prehodnosti zunanje membrane bakterije 
(43).  
Iz spodnje preglednice 3 je razvidno, da je protibakterijska aktivnost na bakteriji E. faecalis 
končnih spojin 5, 10 in 14 ničelna. Le malo boljša je spojina 21, katere vrednost le malo 













medtem ko sta na S. aureus imeli izrazito slabše delovanje. Nekoliko boljše sta S. aureus 
zavirali spojini 10 in 14, a še vedno v zanemarljivih vrednostih pod 48 %. 
Spojine 5, 10 in 14 so se izkazale za povsem neaktivne proti bakteriji P. aeruginosa. 
Močnejše zaviranje je bilo pri spojinah 21, 22 in 23, a pri nobeni ni bil vpliv na zaviranje 
rasti kot 50%. 
Najmočnejše protibakterijsko delovanje na divjem sevu E. coli sta izkazali spojini 14 in 21, 
kar se pri spojini 14 ujema tudi z rezultati encimskih testiranjih, pri katerih smo dosegli 
najmočnejše zaviranje encima (IC50 = 0,26 μM). Čeprav spojina 14 zavira divji sev le z 19%, 
zavre mutiran sev JW5503 z znatno višjo vrednostjo (83%). Največja razlika med 
zaviranjem mutiranega seva JW5503 in divjega seva E. coli se pojavi pri testiranih spojinah 
22 in 23. Pri obeh se iz vrednosti zaviranja okrog 10% le ta dvigne pri sevu JW5503 na 
vrednost 100%. Kar je tudi najvišje zaviranje od vseh primerjanih spojin. Ker ima ta mutiran 
sev zaradi odsotnosti efluks črpalk večjo koncentracijo zaviralca na mestu delovanja, lahko 
iz tega sklepamo, da so glavna ovira pri doseganju tarčnega mesta prav efluks črpalke. Tudi 
ostale spojine so boljše zavirale mutiran sev E. coli brez efluks črpalk v primerjavi z ATCC 
25922 in JD17464, a kljub temu veliko slabše, saj so vse vrednosti pod 46%. Pri sevu z 
izbitim genom lpxC se aktivnost za nobeno spojino ni bistveno povečala, torej slabše 
prehajanje celične stene ni razlog za šibko protibakterijsko delovanje. To dodatno potrdi 
zgornjo ugotovitev o iztočnih črpalkah, kot glavni oviri pri doseganju tarčnega mesta.  














Spojine 5, 10 in 14 smo testirali tudi na Acinetobacter baumannii ATCC 19606 v dveh 
različnih okoljih glede na prisotnost železa. Pri testiranju smo posnemali pogoje in vivo, pri 
katerih gre za pomanjkanje železa in bi zato pričakovali, da bo prevzem mimetika siderofora 
v bakterijsko celico večji. Rezultati so izraženi v odstotkih zaviranja rasti bakterijskega seva 
pri 50 μM koncentraciji testirane spojine. Iz preglednice 4 vidimo, da je odstotek zaviranja 
rasti tega bakterijskega seva primerljiv v gojišču z železom in brez njega. Najbolj se je 
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CAMHB = Mueller-Hinton-ov agar s prilagojeno koncentracijo kationov 





Zadnja leta se zdravstvo srečuje s problemom naraščanja bakterijske rezistence proti vsem 
protibakterijskim učinkovinam, zato je odkrivanje novih protibakterijskih učinkovin 
ključnega pomena. Odlično tarčo z vidika selektivne toksičnosti predstavlja encim DNA-
giraza, saj je prisoten samo v bakterijskih celicah. Encim sodeluje pri podvajanju molekule 
DNA. Bakterije potrebujejo za rast železo in če ga v okolju ni dovolj, izločajo majhne 
molekule imenovane siderofori. Pri strategiji trojanskega konja izkoristimo ta sistem, tako 
da preko distančnika pripnemo zaviralec encima na mimetik siderofora in na ta način 
zaobidemo glavno oviro pri doseganju tarče, bakterijsko celično steno. 
V sklopu te magistrske naloge smo uspešno sintetizirali tri konjugate zaviralca DNA-giraze 
in mimetika siderofora, ki se razlikujejo le v vrsti aminokislinskega distančnika. Uporabili 
smo β-alanin, L-valin in L-alanin. Vsem trem spojinam smo z encimskim testom preverili 
zaviralno aktivnost na DNA-girazi iz bakterije E. coli in protibakterijsko delovanje na 
izbranih po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih sevih bakterij. Najboljše zaviralno 
aktivnost na encimu je pokazala spojina 14 (IC50 = 260 nM) z L-alaninskim distančnikom, 
kar pa ne pogojuje tudi dobrega protibakterijskega učinka. Pri tem namreč nobena od 
testiranih spojin ni pokazala želenega vpliva na rast bakterij. Najboljše zaviranje rasti se je 
izkazalo na mutiranem sevu E. coli pri spojini 14 (83%), pri katerem je odsoten gen, ki nosi 
zapis za efluks črpalke. Iz tega smo zaključili, da je glavni razlog za nedoseganje ustreznega 
protibakterijskega učinka izločanje spojin s pomočjo efluks črpalk. Opravili smo tudi 
testiranje na Acinetobacter baumannii v okolju, kjer je železa dovolj in takšnem, kjer ga 
primanjkuje. V slednjem bi pričakovali, da bo prevzem konjugata z mimetikom siderofora 
v bakterijsko celico večji, a se procent zaviranja rasti bakterijskega seva ni znatno spremenil 
pri nobeni od spojin. 
Čeprav so vse spojine izkazale slabše zaviranje encima, kot že znan inhibitor GyrB 
novobiocin in skromno protibakterijsko delovanje, so rezultati v pomoč pri nadaljnjem 
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